弥漫大B细胞淋巴瘤（diffuse large B cell lymphoma, DLBCL）是成熟B细胞淋巴瘤中最常见的一种亚型，利妥昔单抗联合蒽环类为基础的化疗方案可使多数患者获得很好的疗效，然而，仍然有三分之一的患者会发生复发及难治[@b1]。因此在现有的预后评分指标的基础上，有必要寻找适合中国现状的分子病理预后指标，从而指导个体化治疗，改善DLBCL患者的预后。我们对近6年来有完整病理资料的223例DLBCL患者进行回顾性分析，总结其临床特征，分析免疫组化方法检测相关蛋白表达对预后的意义，为DLBCL患者寻找经济且易于检测的预后指标。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2009年3月1日至2015年6月30日在本院诊治的223例初发DLBCL患者为研究对象，诊断均经我院病理系病理检查证实，病理诊断符合2008年WHO造血淋巴组织肿瘤分类诊断标准，临床分期按Ann Arbor分期标准，并已除外HIV、HCV感染及既往接受过免疫抑制治疗病史。

2．方法：收集患者年龄、性别、生化检测、病理组织学特征、免疫组化检查、影像学检查、骨髓检查等资料。采用石蜡切片进行TP53（美国Labvision公司产品）、Myc（美国Abcam公司产品）、Bcl-2（美国Invitrogen公司产品）、Bcl-6（德国Leica公司产品）等免疫组化染色。DLBCL亚型分类根据Hans模型进行CD10（美国Novocastra公司产品）、Bcl-6和MUM-1（美国Invitrogen公司产品）的免疫组化检测，分为生发中心型（GCB型）和非生发中心型（non-GCB型）。对以前未检测患者的组织标本重新进行免疫组化检测及分类。定义肿瘤细胞中TP53表达≥30%、Myc表达≥40%、Bcl-2表达≥50%为阳性。

3．治疗：223例患者均有完整的治疗资料，其中CHOP（环磷酰胺、阿霉素或表阿霉素、长春新碱、泼尼松）方案诱导化疗75例，利妥昔单抗（R）-CHOP方案诱导化疗148例。一线化疗方案主要采用联合或不联合利妥昔单抗的CHOP或CHOP样方案。二线化疗方案主要采用DHAP（顺铂、阿糖胞苷、地塞米松）、ICE（异环磷酰胺、卡铂、依托泊苷、表阿霉素）、GDP（吉西他滨、地塞米松、顺铂）方案等。

4．疗效标准：疗效评估按WHO标准分为完全缓解（CR）、部分缓解（PR）、病情稳定（SD）和疾病进展（PD）。总生存（OS）期为明确诊断之日至任何原因所致死亡或末次随访的时间。

5．随访：223例患者中，4例患者不规范化疗、诱导治疗后仅接受支持疗法，219例患者有完整随访资料。根据门诊或住院资料，并通过电话或短信回访方式随访。随访截止时间为2017年5月14日，中位随访时间为38（2～97）个月。

6．统计学处理：采用SPSS 17.0软件进行统计学分析。非正态分布计量资料用中位数表示；单因素分析采用秩和检验和*χ*^2^检验，样本例数较少时采用Fisher确切概率法；单因素分析采用Kaplan-Meier法；多因素分析采用Cox回归模型；生存率比较采用Log-rank检验，生存曲线采用Kaplan-Meier方法。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．病例特征：223例患者中位发病年龄为56（15～86）岁。常见结外受累脏器为肠道24例（10.8%），胃19例（8.5%），睾丸6例（2.7%），肾5例（2.2%），肝4例（1.8%），乳腺3例（1.3%），卵巢3例（1.3%），胰腺3例（1.3%），肺3例（1.3%），椎体1例（0.4%）；其他部位14例（6.3%），骨髓受累7例（3.1%）。一般临床特征见[表1](#t01){ref-type="table"}。

###### 223例弥漫大B细胞淋巴瘤患者的一般临床特征

  临床特征           例数(%)
  ------------------ -----------
  性别               
   男                133(59.6)
   女                90(40.4)
  发病年龄           
   \<40岁            32(14.3)
   40\~60岁          119(53.3)
   \>60岁            72(32.4)
  合并B症状          72(32.3)
  原发部位           
   结内              131(58.7)
   结外              57(25.6)
   结内外同时累及    35(15.7)
  LDH水平            
   正常              111(49.8)
   升高              112(50.2)
  Ann Arbor分期      
   Ⅰ、Ⅱ期            72(32.3)
   Ⅲ、Ⅳ期            151(67.7)
  ECOG评分           
   \<2分             147(65.9)
   ≥2分              76(34.1)
  IPI评分            
   低危组(0\~1分)    76(34.1)
   低中危组（2分）   49(21.9)
   中高危组（3分）   52(23.4)
   高危组(4\~5分)    46(20.6)
  Hans法分型         
   non-GCB型         162(72.6)
   GCB型             61(27.4)

注：B症状：发热、盗汗、体重减轻；LDH正常值范围：91\~250 U/L；ECOG：美国东部肿瘤协作组；IPI：国际预后指数；GCB：生发中心；non-GCB：非生发中心

2．TP53、Myc、Bcl-2、Bcl-6蛋白表达：所有患者均进行TP53、Myc、Bcl-2、Bcl-6蛋白检测，阳性率分别为39.0%、38.6%、69.1%、56.5%。Myc/Bcl-2双表达阳性者64例（22.7%），其中GCB亚型13（21.3%）例，non-GCB亚型51（31.5%）例。177例可评估患者中Ki-67阳性率\>80%者78例。

我们还特别关注了TP53表达与其他指标间的关系，发现non-GCB亚型患者在TP53表达阳性组中所占比例为81.6%（71/87），在阴性组中所占比例为66.9%（91/136），差异有统计学意义（*P*＝0.021）；Myc表达阳性患者在TP53阳性组中所占比例为77.0%（67/87），在阴性组中所占比例为12.5%（17/136）（*P*\<0.001）（[表2](#t02){ref-type="table"}）。

###### TP53表达与其他临床特征间的关系

  临床特征                            TP53阴性组(136例)   TP53阳性组(87例)   统计量   *P*值
  ----------------------------------- ------------------- ------------------ -------- ---------
  中位年龄\[岁，*M*(P~25~～P~75~)\]   56.5(48.0～62.0)    56.0(49.0～64.5)   0.617    0.537
  年龄\>60岁\[例(%)\]                 40(29.4)            31(35.6)           0.946    0.377
  男性\[例(%)\]                       82(60.3)            51(58.6)           0.062    0.889
  ECOG≥2分\[例(%)\]                   43(31.6)            33(37.9)           0.941    0.385
  结外受累部位≥2个\[例(%)\]           44(32.4)            34(39.1)           1.056    0.317
  Ann Arbor分期Ⅲ/Ⅳ期\[例(%)\]         94(69.1)            57(65.5)           0.315    0.660
  LDH升高\[例(%)\]                    63(49.6)            49(58.3)           1.546    0.260
  non-GCB型\[例(%)\]                  91(66.9)            71(81.6)           5.768    0.021
  IPI≥3分\[例(%)\]                    54(39.7)            44(50.6)           2.544    0.129
  Bcl-2阳性\[例(%)\]                  87(64.0)            67(77.0)           4.223    0.053
  Bcl-6阳性\[例(%)\]                  75(55.1)            51(58.6)           0.260    0.678
  Myc阳性\[例(%)\]                    17(12.5)            67(77.0)           94.047   \<0.001

注：ECOG：美国东部肿瘤协作组；LDH正常值范围：91\~250 U/L；non-GCB：非生发中心；IPI：国际预后指数

3．疗效及预后：223例患者中，未进行规范化治疗的4例患者全部死于PD。219例患者CR率65.7%，PR率21.7%，总有效率87.4%，无一例死于治疗早期相关并发症。经过系统抗肿瘤治疗的219例患者，中位随访38（2～97）个月，172例（78.5%）存活，76例（21.5%）死亡。76例死亡患者中67例（89%）死于PD：对化疗不敏感（原发PD）20例，经治疗达PR后出现PD 26例，治疗获CR后病情复发21例\[中位复发时间为17（7～30）个月\]。3年、5年OS率分别为70%和66%（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![219例弥漫大B细胞淋巴瘤患者的总生存曲线](cjh-38-09-784-g001){#figure1}

4．生存分析：单因素分析结果显示Bcl-6蛋白表达（*P*＝0.034）为预后良好因素；ECOG评分≥2分（*P*＝0.028）、国际预后指数（IPI）危险分级≥3分（*P*＝0.024）、TP53表达（*P*＝0.007）、Myc/Bcl-2双表达（*P*＝0.012）为预后不良因素（[表3](#t03){ref-type="table"}）。多因素分析结果显示TP53高表达（*HR*＝1.848，95%*CI* 1.025～2.968，*P*＝0.010）及Myc/Bcl-2蛋白双表达（*HR*＝1.124，95%*CI* 1.134～2.256，*P*＝0.032）为独立预后不良因素。TP53阳性与阴性组患者3年OS率分别为59%和77%，5年的OS率分别为57%和71%，差异均有统计学意义（*P*值均\<0.05）（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。

###### 影响弥漫大B细胞淋巴瘤患者总生存的单因素分析

  临床特征           *HR*    95%*CI*        *P*值
  ------------------ ------- -------------- -------
  年龄\>60岁         1.196   0.787～1.807   0.090
  男性               0.976   0.567～1.822   0.710
  ECOG≥2分           1.811   1.396～2.436   0.028
  结外受累部位≥2个   1.098   0.658～1.794   0.350
  LDH升高            1.199   0.806～1.812   0.080
  non-GCB型          1.089   0.625～1.899   0.390
  IPI≥3分            1.830   1.426～2.439   0.024
  Bcl-2阳性          1.066   0.664～1.947   0.600
  Bcl-6阳性          0.545   0.292～0.983   0.034
  Myc阳性            0.903   0.518～1.789   0.900
  Myc/Bcl-2双阳性    1.970   1.635～2.843   0.012
  TP53阳性           2.026   1.883～2.917   0.007

注：ECOG：美国东部肿瘤协作组；LDH正常值：91～250 U/L；IPI：国际预后指数；non-GCB型：非生发中心型

![TP53阳性表达对弥漫大B细胞淋巴瘤患者总生存的影响](cjh-38-09-784-g002){#figure2}

在CHOP方案治疗组Hans法区分的GCB及non-GCB患者OS率差异有统计学意义（5年OS率，66%对48%，*χ*^2^＝5.43，*P*＝0.040），但在R-CHOP治疗组OS率差异无统计学意义（5年OS率，68%对65%，*χ*^2^＝1.80，*P*＝0.310）。

讨论 {#s3}
====

本组DLBCL病例，中位年龄56岁，男性发病率多于女性，男女比例1.48∶1，发病部位最常见为肠道，其次是胃、睾丸、肾、肝脏，与文菁菁等[@b2]报道的一致。原发部位结内多于结外，15.7%的患者同时累及结内及结外，进展期比例高，IPI评分中、高危不少见。病理non-GCB来源比例明显高于国外文献报道[@b3]。化疗患者3年及5年OS率分别为70%和66%，稍高于国内外相关报道。

DLBCL在病理及临床方面呈高度异质性，患者对治疗的反应及预后也相差很大。随着分子病理及靶向治疗的发展，使DLBCL的预后评估有了很大进展。尽管IPI被证实是一种非常有用的预后预测工具，广泛地用于患者的危险分层[@b4]，但它仅基于临床参数，并未涵盖疾病的生物学异质性，不能有效指导疾病的靶向治疗。随着分子预后新指标的不断出现，临床评估系统的预后作用已逐渐减弱。新的分子预后因素包括GCB、non-GCB亚型、C-Myc、Bcl-2、p53等[@b5]--[@b6]。

基因表达谱分析（GEP），将DLBCL分为3种亚型：GCB DLBCL、活化B细胞样（ABC）DLBCL，以及不能分类型（约10%），相比较于ABC及不能分类DLBCL，GCB DLBCL患者具有更好的预后[@b7]--[@b8]，新药包括伊布替尼或者免疫调节剂如来那度胺在ABC及non-GCB DLBCL患者显示了非常好的疗效[@b9]。但GEP方法操作复杂，结合价格原因，不能在一般的医疗单位常规开展，国内常用Hans法代替GEP法，文献报道两者能够保持较高的一致性，但事实上临床工作中并未被普遍采纳，尤其在利妥昔单抗时代更是如此。本组病例分析结果显示Hans法区分的GCB及non-GCB在CHOP方案治疗组OS率差异有统计学意义（*P*＝0.040），但在利妥昔单抗联合治疗组并未显示生存差异（*P*＝0.310），与Staiger等[@b3]的研究结果一致。我们认为利妥昔单抗的使用改善了non-GCB DLBCL患者的预后，减小了两组亚型的预后差距。虽然根据患者的分子学特征将DLBCL分为ABC及GCB亚型具有非常重要的生物学意义，并且有助于更好地选择靶向治疗，然而我们的研究认为新药时代Hans法COO分型的预后价值还有待商榷。

我们在本研究中发现Bcl-6表达是预后良好因素，同时肯定了Myc/Bcl-2双表达在DLBCL的不良预后意义[@b10]--[@b11]，单纯Myc或Bcl-2的表达并不影响患者的OS，然而Myc和Bcl-2双表达却是OS的预后不良因素，这似乎可以用肿瘤的双打击理论来解释。我们的研究发现Myc/Bcl-2双表达在GCB亚型较non-GCB亚型的预后意义更为显著，这与Scott等[@b12]的报道相一致。同时我们发现排除Myc/Bcl-2双表达病例，GCB和non-GCB亚型间的预后差异趋势变得明显，因此我们认为Myc/Bcl-2双表达是影响Hans分型GCB亚组患者预后的主要因素之一。

TP53在细胞周期及细胞增殖的调节中起着非常重要的作用，由于它能够诱导DNA损伤细胞的凋亡，从而扮演肿瘤抑制子的角色。而TP53突变则导致基因不稳定，从而诱发肿瘤细胞非控制性增殖。TP53突变在侵袭性B细胞淋巴瘤有比较高的发生率，如Burkitt淋巴瘤为33%，DLBCL为21%～23%，转化的滤泡细胞淋巴瘤为29%～80%[@b13]--[@b14]。众多研究均证实了TP53基因的突变或缺失对于预后的重要意义[@b15]--[@b16]。

然而TP53的突变测序以及FISH检测同样面临费用昂贵、对样本要求高、难以常规开展的问题，而TP53突变往往与TP53的表达相关。本研究采用免疫组化方法检测DLBCL患者的TP53蛋白水平，发现其阳性率为39.0%，TP53阳性和阴性组患者初诊断时的临床特征并无差异，但TP53阳性表达患者中non-GCB亚型比例明显高于GCB亚型，同时与Myc表达呈正相关。单因素及多因素分析结果显示TP53表达是一个独立预后不良因素，TP53表达阳性患者的预后明显劣于阴性患者。因此我们认为免疫组化法检测TP53表达可以作为不良预后的预测指标。治疗方面，利妥昔单抗的使用并不能改善TP53阳性患者的预后。

综上，我们的研究结果显示免疫组化检测的TP53蛋白表达、Myc/Bcl-2双表达可以用于DLBCL不良预后的预测。
